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(57) Abstract 

A nucleotide sequence for treating cancerous and 
infected cells, including at least one effector sequence 
incorporated into the nucleotide sequence of a virus from 
die group of autonomous parvoviruses, for destroying or 
normalising said cells. 

(57) Abrege 

Sequence nucleotidique destinee au traitement de 
cellules cancereuses ou soumises a des infections com- 
prcnant, integre* dans la sequence nucleotidique d'un 
virus appartenant au groupe des parvovirus autonomes, 
au moins une sequence effec trice susceptible d*assurer 
la destruction ou la normalisation desdites cellules. 
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10 SEQUENCE NUCLgQTIDIOUE DESTIN^E AU TRAITEME NT DU CANCER 

ET PES INFECTIONS 

Obiet de 1' invention 

La presente invention concerne une sequence nucleo- 
tidique destinee au traitement de cellules cancereuses ou 

15 soumises & des infections. 

La presente invention concerne egalement le vecteur 
comprenant la sequence eelon la presente invention, ainsi 
qu'une composition pharmaceutique comprenant ladite sequence 
et/ou ledit vecteur. 

20 L 1 invention s'etend egalement a 1 'utilisation de 

la sequence nucl^otidique et/ou du vecteur selon 1' invention 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
cellules cancereuses ou soumises a des infections. 
Arrifere-plan technolocritme 

25 L'efficacitfi des traitements conventionnels du 

cancer et des infections est limitee par leur manque de 
selectivity. En effet, la toxicite liee a ces traitements ne 
Be limite pas aux cellules cibles (cellules tumorales f cellu- 
les infect^es), elle affecte aussi des cellules normales 

30 d' importance vitale. 

En consequence, on a developp6 des systemes de 
ciblage d' agents therapeutiques qui permettent de diminuer 
la dose toxique administree aux tissus normaux tout en per- 
mettant h un dose toxique efficace d'etre administree aux 

35 tissus pathologiques. 

Le brevet US-4 675 382 decrit des proteines hybri- 
des clivables et constitutes de fragments cytotoxiques et de 
ligands cytosptcif iques , ainsi que leur application 
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therapeutique ciblee dans le traiteraent de desordres 
m6dicaux. -• 

Des proteines qui sont hautement cytotoxiques 
lorsqu'elles sont introduites dans les cellules de mammiferes 
5 sont produites par beaucoup d'especes de bacteries et de 
plantes (fragment A de la toxine diphterique (DT-A) , de 
Pseudomonas aeruginosa, du Ricin...). 

Des tentatives ont ete faites pour remplacer la 
portion de ces proteines responsable de 1' entree cellulaire 
10 par des ligands specif iques de tumeurs (anticorps monoclo- 
naux, peptides...) (Martinez et al, Cancer Surveys, 1, 374 
(1982)). 

Une autre strategie employee par Maxwell (Cancer 
Research, 46, 4660-4664, September 1986), consiste a intro- 
15 duire l'ADN codant pour le fragment A de la toxine diphteri- 
que, in vitro dans des cellules a l'aide de constructions 
comportant des elements de regulation transcriptionnelles 
specif iques de tissus agissant en cis dans le but de n'expri- 
mer la DTA que dans les cellules contenant les facteurs 
20 agissant sur ces Elements de regulation. 

D'autres techniques utilisent des genes codant pour 
un enzyme conferant a la cellule transfectee une sensibilite 
a un agent toxique ont ete decrites par Moolten F. (Human 
Gene Therapy 1: 125-134 (1990) et Venkatesh (P.N.A.S., 
25 vol. 87, p. 8746-8750, novembre 1990). 

Le gene codant pour la Thymidine kinase de 1' Herpes 
simplex type 1 (HSV-TK) est approprie a ce type de therapie. 
Certains analogues de la guanosine tels que 1 ' iodovinyldeoxy- 
uridine (IVDU), 1" acyclovir, le ganciclovir sont des sub- 
30 strats specif iques pour 1* HSV-TK, qui catalyse leur phos- 
phorylation en monophosphates de fagon plus efficace (plus 
de mille fois) que les thymidine kinases des cellules de 
mammiferes. Une phosphorylation ulterieure en triphosphates 
sous 1' influence de kinases cellulaires convertit ces molecu- 
35 les en de puissants inhibiteurs de la synthese d'ADN. Des 
doses d ganciclovir, n'affectant pas la survie in vitro de 
cellules HSV-TK negatives, permettent de detruire in vitro 
des cellules HSV-TK positives et d'eradiquer les lymphomes 
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HSV-TK positifs in vivo chez des souris transgeniques expri- 
mant 1' HSV-TK dans leurs cellules lymphoides. 

Toutefois, pour certaines lignees cellulaires 
exprimant 1* HSV-TK la dose d' analogues de guanosine permet- 
5 tant une cytotoxicity in vitro proche de 100% de mort cellu- 
laire induit une cytotoxicity appreciable dans des lignees 
cellulaires n* exprimant pas 1' HSV-TK (doses entre 10 et 100 

Une approche permettant d'eviter ce probleme est 
10 d'utiliser des analogues de la guanosine marques a I'aide de 
radio-isotopes emetteurs d' electrons AUGER tels que l'lode 
123 (demi-vie 13h21). Ces isotopes relachent la majeure 
partie de leur energie sur un parcours de quelques 
nanometres. L'efficacite de tels radio-isotopes en ce qui 
15 concerne la cytotoxicity cellulaire est completement perdue 
lorsgu'ils ne sont pas lies ou tout au plus a une distance 
de quelques nanometres de I'ADN. S'ils sont dans le voisinage 
de l'ADN, une cinquantaine de disintegrations sont suffisan- 
tes pour tuer la cellule HSV TK positive. Une cytotoxicity 
20 maximale est obtenue lorsque les cellules incorporent 1" ana- 
logue de la guanosine marque a l'lode 123 dans leur ADN a des 
doses inferieures k 10~ 10 M ce qui est largement inferieur au 
seuil de toxicity de cet analogue pour les cellules ne posse- 
dant pas de HSV-TK. 
25 En outre, l'lode 123 est egalement emetteur d'un 

rayonnement y <3 ui P eut etre detecte a I'aide d'une gamma- 
camera en clinique* 

Apres concentration in vivo de 1" analogue marque 
dans les tissus exprimant 1 ■ HSV-TK et 1 ' elimination de 1'ana- 
30 logue de la guanosine du flux sanguin et des autres tissus , 
il y a possibility de detecter a I'aide d'une gammacamera les 
tissus exprimant 1 " HSV-TK (application a la detection de 
metastases ) . 

C tte approche, camparee a 1' expression du fragment 
35 A de la toxine diphterique, a l'avantage de permettre un 
controle d 1' intensity et du deroulement de l'attaque 
cy totoxique . 

L' administration de 1' analogue de la guanosine p ut 
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etre moauxee en fonction de Involution clinique ^evoxution 
des tissus cancereux et toxicity infligee aux tissus nor- 
maux) . 

La therapie genique peut egalement utiliser des 
5 genes generant apres transcription des ARN inhibant 1' expres- 
sion d'un oncogene implique dans 1- affection tumorale. 

Le concept d' utiliser des sequences antisens deci- 
des nucleiques pour bloquer la fonction de l'ARN messager 
avec lequel elles s'hybrident s'est developpe au cours de la 
10 derniere decade. L' action inhibitrice des molecules antisens 
sur 1' expression genique depend soit de la stability de 
l'hybride ARN antisens-ARN cible soit de la capacite de 
l'hybride ADN antisens-ARM cible d ■ induire une destruction 
proteique enzymatique de l'ARN cible. 
15 D e meme, il a ete demontre que l'ARN lui-meme 

pouvait avoir une activite enzymatique et que des molecules 
d'ARN catalytiques (Ribozymes) pouvaient etre modifiees pour 
creer des unites antisens qui par leur liaison specifiques 
aux molecules d'ARN cible catalysaient leur clivage. 
20 Ainsi, Haseloff et Gerlach (Nature, 334 (1988), p. 

585-591) ont fusionne la region catalytique de ribozymes 
••hammerhead" a 2 ARM anti-sens reconnaissant la sequence 
cible d'un ARN a cliver. 

Plus recemment, Herschlag (Nature, vol. 344, p. 
25 405, 1990) ont decrit certains ribozymes qui peuvent egale- 
ment cliver de fagon specif ique des ADN cibles et qu'il y 
avait moyen de selectionner in vitro les ribozymes mutants 
clivant l'ADN de fagon plus efficace que 1' enzyme sauvage. 

in vitro, 1* inhibition par de l'ARN antisens des 
30 genes E6 et E7 (codant pour les oncogenes E6 et E7 dans les 
cellules de cancers du col uterin associes h une infection 
par les papillomavirus humains HPV16, 18, 31 et 33) induit 
une reversion du phenotype cancereux vers le phenotype normal 
dans des lignees de cancer du col uterin (Schlegel. . . ) . 
35 En outre, il est demontre que des ARN peuvent etre 

selectionnes parmi des librairies de sequences nucleotidiques 
pour obtenir des ARN a activite enzymatique specifique ou des 
ARN utilises comme ligands specifiques. 
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L' utilisation de genes codant pour une proteine 
augment ant les mecanismes de defense de I'hote a ete egale- 

ment decrite. 

Dans la demande de brevet WO 90/11359, Baltimore 
5 et al. decriverit des constructions nucleotidiques recombinan- 
tes comportant des sequences regulatrices du virus HIV et des 
sequences codant pour des produits cytotoxiques affectant 
specifiquement les cellules infectees par les virus HIV ou 
HTLV. 

10 La sequence virale conservee est constitute de tout 

ou partie de la sequence regulatrice LTR (Long Terminal 
Repeat) du virus. Cette sequence peut etre transactivee au 
niveau d'une sequence promotrice TAR par les facteurs de 
transactivation viraux specifiques TAT des virus HIV et TAX 

15 des virus HTLV, exprimes dans les cellules infectees par ces 
virus (Sodroski J. et al.. Science (1985) 227, 171-173). 

L' activation de la sequence promotrice permet 
ensuite 1' expression de la sequence codant pour des produits 
cytotoxiques entrainant la mort des cellules infectees par 

20 le virus HIV. 

Cependant de telles constructions nucleotidiques 
peuvent comporter des sequences de LTR, autres que la se- 
quence TAR. 

Ces sequences, telles que les elements enhancer 
25 NF-Kappa B (Greene, Annual" Rev. Immunol., 1990, 8, p. 453) 
sont transactivables par des activateurs cellulaires, ou 
telles que 1' element NRE (Negative Regulatory Element) sont 
transactivables par le facteur viral NEF (Kieny, Journal of 
Acquired Immune Deficiency Syndromes, 3, p. 395 (1990). 
30 De tels facteurs peuvent done activer les genes 

cytotoxiques dans des cellules saines ou les desactiver dans 
des cellules infectees par le virus. 

La demande de brevet WO 90/07936 et le document 
"Aids Research and Human Retroviruses" (vol. 8, n° 1, 1992, 
35 Mary Ann Liebert, Inc., Publisher) decrivent 1 ■ integration 
dans des vecteurs viraux ou des plasmides des constructions 
nucleotidiques comportant des sequences regulatrices trans- 
activables par des facteurs specifiques d'une affection 
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(telle que le SIDA) et des sequences codant pour des produits 
cytotoxiques affectant specif iquement les cellules soumises 
a des desordres hyper-prolif eratif s ou a des infections. 

La demande de brevet WO91/18088 decrit l'utilisa- 
5 tion de parvovirus adenoassocies a faible efficacite de 
transduction (0,5 a 1,5% pour une multiplicity d' infection 
(Mol) de 1 a 10) qui presentent en outre 1 ' inconvenient de 
ne pas etre oncoselectif s et de s'integrer dans le genome des 
cellules transductees. 

10 Aussi, la technique decrite dans ce document neces- 

site une modification in vitro des cellules hematopoietiques 
avant d'etre reinjectees apres transduction au patient. 

La demande de brevet WO90/05538 decrit une methode 
de production de capsides vides de parvovirus autonomes pour: 

15 - la vaccination & l'aide de capsides vides; 

- le diagnostic pour detecter des anticorps anti-capsides; 

- l'encapsidation de materiel genetique dans des capsides 
vides et 1 ■ introduction de ce materiel dans des cellules 
cibles . Les auteurs ici envisagent ^ 1 • encapsidation de 

20 materiel genetique heterologue (non derive de parvovirus 
autonomes ) f l'exemple cite etant les vecteurs adenoassocies 
parvovirus. Le parvovirus decrit (B19) est un parvovirus 
autonome pathogene s'exprimant selectivement dans les 
cellules s ouches hematopoietiques. La capside vide est 
25 ensuite utilieee pour corriger des def iciences genetiques 
dans des cellules souches hematopoietiques. 

Le document Virology (vol. 186, n° 1, p. 207-218) 
decrit un Densovirus (parvovirus n f infectant que les 
insectes). Ce virus n'est pas infectieux pour les cellules 
30 de mammiferes et ne peut done en aucun cas etre utilise pour 
la therapie genetique du cancer ou des infections chez 
1'homme. 

Le document (Proc. Natl. Acad, of Science, USA 
(1990, vol. 87, p. 8746-8750) preconise 1 'utilisation de 
35 vecteurs adenoviraux pour le traitement des infections a HIV. 
Ces vect urs adenoviraux contiennent encore une importante 
partie du genome des adenovirus et recemment, leur utilisa- 
tion en tant que vecteur de therapie genique de la mucovisci- 
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dose a provoque de graves reactions inf lairanatoires . Les 
sequences regulatrices et effectrices utilisees presentent 
de plus les inconvenients suivants: 

- la sequence LTR utilisees va de -64 0 a +80 et doit done 
5 , conferer une activite basale tres importante en 1' absence 

de tat; 

- le fragment (1084 bp) devant permettre la regulation par 
Rev, est particulierement court et selon les auteurs, ne 
confere pas de regulation par Rev. 

10 En outre, la thymidine kinase de l'HSV utilisee comme 
sequence effectrice confere un "bystander effect" qui 
risque de tuer les cellules non infectees avoisinantes. 

La demande de brevet WO-A-8808450 est basee sur 
l'adjonction a des cellules souches humaines, apres leur 
15 isolation in vitro, d'un gene a vertu therapeutique et de 
leur reinjection in vivo dans le patient. Parmi les differen- 
tes methodes d ■ introduction de gene heterologue dans les 
cellules souches, les auteurs envisagent les vecteurs parvo- 
viraux, a savoir les vecteurs parvoviraux adenoassocies. 
20 De meme, les demandes de brevet WO-A-9007936, 

WO-A-9012087 et WO-A-9102805 decrivent des vecteurs viraux 
tels que des retrovirus, des adenovirus ou les virus adeno- 
associes pour la therapie genique. 

Cependant, ces vecteurs viraux ou plasmidiques 
25 presentent un danger potentiel en s' integrant dans les cellu- 
les hotes d'activer des protooncogenes ou d'annihiler des 
genes suppresseurs de tumeurs (anti-oncogenes) . 
Buts de 1' invention 

L' invention a pour but de fournir une sequence 
30 nucleotidique virale comportant une sequence nucleotidique 
susceptible de d6truire ou de normaliser des cellules cance- 
reuses ou Boumises a des infections. 

Un autre but de 1' invention consiste a fournir un 
vecteur viral qui, sans s'integrer dans leur genome, est 
35 susceptible de s'exprimer efficacement dans 1 • environnement 
intracellulaire desdites c llules. 
Elements principaux de 1 ' invention 

L' invention concerne une sequence nucleotidique 
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destine au traitement de cellules cancereuses ou soumises a 
des infections, comprenant, integre dans la sequence nucleo- 
tidique d'un virus appartenant au groupe des parvovirus auto- 
nomies, une sequence effectrice susceptible d' assurer la des- 

5 truction ou la normalisation des cellules. 

On entend par le terme "traitement" une reduction 
ou un allegement des symptomes de 1' affection, 1 ' elimination 
ou 1' inhibition des agents causaux, la prevention de 1' infec- 
tion ou du desordre cellulaire du sujet sounds a 1* affection. 

10 Le terme "infection" se rapporte a des infections 

de cellules par des agents viraux, bacteriens ou d'autres 
parasites infectieux intracellulaires. 

L 1 invention concerne tout particulierement des 
agents infectieux viraux tels que le HIV-I, le HIV-II, le 

15 HIV-III, le HTLV-I, le HTLV-II, 1' herpes simplex virus (HSV) f 
le cytomegalovirus (CMV), les papillomavirus humains (HPV) 
et d'autres virus similaires. 

Les virus selon l 1 invention sont les virus apparte- 
nant au groupe des parvovirus autonomes de preference onco- 

20 selectifs. Ce sont de petits virus sans enveloppe dont le 
genome est constitu§ d'un ADN simple brin lineaire d 1 environ 
5 KD» Leur faible complexity genetique les rend totalement 
dependant de facteurs exogenes pour leur replication. lis ne 
se repliquent efficacement que dans 1 • environnement intra- 

25 cellulaire des cellules tumorales dans lesquelles ils se 
trouvent sous forme episomique (J. Rommelaere, Handbook of 
Parvoviruses, 1990, vol. 2, p. 41-57, CRC Press Inc., Boca 
Raton , Florida ) . 

Ils ne s'integrent pas dans le genome des cellules 

30 comme les retrovirus et ne presentent done pas le danger 
potentiel d'activer des protooncogenes ou d'annihiler les 
genes suppresseurs de tumeurs. Leur oncotropisme et leur 
caractere episomique en font des vecteurs de choix pour la 
therapie genique ciblee de tumeurs et d' infections intracel- 

35 lulaires . 

Pr'ferentiell ment, le vecteur viral utilise est 
le Parvovirus HI, le Parvovirus f ibrotropique du "minute 
virus of mice" (MVMp) ou le Parvovirus Lu III. 
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La plupart des lignees de cellules cancereuses 
humaines testees a ce jour se sont revelees pennissives pour 
1' infection par les parvovirus HI et le variant f ibrotropique 
du "minute virus of mice (MVMp). Ces virus ont des proprietes 
5 oncoprotectrices in vivo et peuvent causer la regression de 
tumeurs humaines en souris nues meme apres inoculation virale 
a un site distant de la tumeur. L'Hl et le MVMp sont de 
petits virus contenant un ADN simple brin de 5 kb borde de 
2 boucles palindromiques en §pingle a cheveu. 

10 Chez ces parvovirus r deux promoteurs, P4 et P38, 

controlent respectivement V expression de deux proteines non 
structurelles (NSI et NSII) et de deux proteines de capsides 
(VP1 et VP2). P4 controle NSI et NSII et P38, VP1 et VP2. NSI 
est un facteur de transactivation de P38 et est responsable 

15 de l f activite cytotoxique. NSI est en outre necessaire pour 
la replication virale et la restriction ou permissivite pour 
!■ infection virale semble liee au niveau de transcription de 
NSI. 

Selon une forme d' execution preferee de 
20 1' invention, le vecteur viral est depourvu des genes codant 
pour les proteines de capsides (VP1 et VP2) du parvovirus. 
Preferentiellement, le vecteur viral est egalement depourvu 
du promoteur P38 et des genes codant pour les proteines non 
structurelles NSI et NSII du Parvovirus. 
25 De preference, on utilise le parvovirus autonome 

pMM 984, dScrit par Merchlinsky et al. (J. of Virology, 47, 
p. 227-232 (1983). 

L' expression "assurant la destruction ou la norma- 
lisation des cellules" signifie que lors d'une infection ou 
30 a 1* occasion d f un cancer, 1' expression de la sequence effec- 
trice dans la cellule hote permet soit de tuer celle-ci f soit 
de la rendre sensible a un agent exogene toxique ou soit de 
la rendre capable d f inhiber 1' action du cancer ou de 1' agent 
infecti ux. 

35 Le terme "sequence effectrice" se rapporte a une 

sequenc nucleotidique qui, lorsqu'elle s'exprime, par exem- 
ple lorsque, sous 1' action de facteurs de transactivation 
specif iques agissant sur une sequence regulatrice, elle code 
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pour un polypeptide effecteur susceptible de detruire ou de 
nonnaliser -.des cellules traitees. 

De meme, cette sequence effectrice lorsqu'elle est 
transcrite en un ARN, par exemple un ARN anti-sens ou un 
5 ribozyme, est susceptible de detruire ou de normaliser des 

cellules traitees. 

Par exemple, l'on peut creer un ribozyme qui de- 
truise specifique le transcript ARN resultant de la fusion 
de l'exon 3 du gene bcr a l'exon 2 du gene abl, rencontree 
10 dans des cellules de leucemie myeloide chronique. Szczylik 
et al. (Science, 253, 562 (1991)) ont pu montrer que des ARN 
anti-sens anti bcr-abl inhibaient la proliferation des cellu- 
les de leucemies myeloides chroniques. 

L'ADN codant pour ce ribozyme peut etre place au 
15 site de restriction Ase I qui se trouve dans le petit intron 
du genome MVMp. Lors de l'epissage des ARN messagers du MVMp, 
ce ribozyme sera libere par le spliceosome dans un comparti- 
ment nucleaire riche en ARN cible. 

La stability de tels ribozymes peut etre augmentee 
20 par l'adjonction en 3' d'une sequence telle que la sequence 
terminatrice de transcription du bacteriophage T7. Cette 
sequence protegera le ribozyme de la digestion par des exo- 
nuclease 3' (Sioud et al., J. Mol. Biol. (1992), 223, p. 831- 
835) . 

25 L'on peut augmenter la taille de l'ADN parvoviral 

d' environ 100 nucleotides tout en conservant encore la capa- 
city d'encapsidation et le pouvoir infectieux des parvovirus 
formes. Un tel virus recombinant contenant un ribozyme a la 
faculte de se reproduire dans le tissu tumoral tout en le 
30 detruisant et peut reinfecter d'autres cellules tumorales, 
s'y developper et les tuer. 

De preference, la sequence effectrice est consti- 
tute de plusieurs sequences nucleotidiques codantes ou non, 
agencees en sous-unites polycistroniques , sous le controle 
35 d'une seule unite promotrice. 

La transfection de cellules tumorales par des 
sequences nucleotidiques codant pour differentes molecules 
biologiquement actives (cytokines, proteines membranaires 
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intervenant dans la reconnaissance immunitaire f . . . ) et la 
reinjection. de ces cellules irradiees dans des animaux por- 
teurs de tumeurs a pu dans certaines conditions experimenta- 
les entrainer le rejet specifique de tumeurs identiques aux 
5 cellules transfect^es (Pardoll et al., Immunology Today, vol. 
14, n 9 6, p. 310-316 (1993)). 

Toutefois, la plupart de ces molecules, outre leur 
propri^te d'augmenter 1 'immunogenicite des tumeurs, stimulent 
la neovascularisation tumorale. Aussi, la sequence effectrice 
10 comprend egalement des sequences codant pour des molecules 
inhibitrices de la neoangiogenese tumorale (Billington D.C., 
Drug design and discovery, vol. 8, p. 3-35 (1991)) telles que 
1' Interferon a, 1' Interferon p ou le Platelet Factor 4 
(Maione et al., Cancer Research, 51, p. 2077-2083 (1991)). 
15 Plusieurs genes effecteurs d'une meme sequence 

effectrice peuvent etre insures dans le meme vecteur en les 
agengant en unites polycistroniques ou les dif ferents genes 
sont relics par des sequences nucleotidiques pennettant leur 
expression suite a 1" activation d'un seul promoteur situe en 
20 amont du premier gene effecteur. Parmi les sequences nucleo- 
tidiques possedant cette propri^te, il y a notamment les 
I.R.E.S. (Internal Ribosome Entry Sites) (Tsukiyama-Kohara, 
J. of Virology, p. 1476-1488 (1992)). 

L ' utilisation de vecteurs parvoviraux autonomes, 
25 de preference oncoselectif s, permet de faire synthetiser 
directement in vivo par les cellules tumorales des tissus 
cancSreux du patient, les differentes molecules favorisant 
le rejet des tissus cancereux. Ceci represente un progres 
enorme par rapport a la methode decrite par Pardoll ou l'on 
30 doit exciser un morceau de tumeur du patient, en faire une 
suspension cellulaire, la transfecter, I'irradier et la 
reinjecter au patient. 

Avantageusement, la sequence nucleotidique effec- 
trice ou une parti de celle-ci code pour au moins un poly- 
35 peptide d fusion, comportant notamment un ligand 
(secr^tabl ), t 1 que l'extremite hypervariable specifique 
d'un anticorps (single chain antibody), une cytokine ou un 
facteur de croissahce, se liant de maniere specifique a au 
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moins une molecule exprimee a la surface de cellules cance- 
reuses ou soumises a des infections. 

De la sorte, la fraction des cellules cibles ayant 
6te infectees par les parvovirus autonomes recombinants f 
5 synthetiseront et secr£teront en grande quantity les polypep- 
tides de fusion (immunotoxines, immunocytokines, 
immunoenzymes, ...)• Ces polypeptides de fusion iront se fixer 
principalement sur les cellules cancereuses non infectees et 
ce procede permettra d'augmenter l'effet "bystander" et 
10 l'effet a distance de la therapie genique. 

Selon une forme d' execution preferee de 1' inven- 
tion, la sequence effectrice ou une partie de la sequence 
effectrice, code: 

- pour au moins un polypeptide ou fragment (s) de ce polypep- 
15 tide cytotoxique, pr^ferentiellement pour le fragment A de 

la toxine diphterique (DTA); 

- pour une molecule , telle qu'une enzyme f conferant a une 
cellule une sensibilite a un agent toxique, ladite molecule 
€tant pr€ferentiellement la thymidine kinase de 1' Herpes 

20 simplex virus type 1 (HSV-TK) et 1' agent toxique un analo- 
gue de guanosine marque a l'aide de radio-isotopes emet- 
teurs d' electrons Auger , tels que 1'Iode 123; 

- pour au moins un polypeptide ou fragment(s) de ce polypep- 
tide, augmentant la reponse immunitaire du patient; 

25 - pour au moins un polypeptide ou fragment (s) de ce polypep- 
tide, inhibant la neoangiogenese tumorale. 

Panni les differences proteines cytotoxiques dispo- 
nibles (DT-A, RicinA, Gelonine, Toxine de Pseudomonas 
aeruginosa) le choix de la DT-A est prefer^. En effet, comme 

30 la majorite de la population a ete vaccinee contre la toxine 
diphterique, tout eventuel relargage de DT-A par les cellules 
mortes sera annihile par le systeme immunitaire. En outre, 
comme la DT-A est depourvue de site de liaison a un recepteur 
cellulaire, elle ne pourra pas entrer dans d'autres cellules. 

35 La production de DT-A dans les cellules de mammife- 

res r^sulte en 1' inhibition de toute synthese proteique 
ulterieure (par ADP ribozylation du facteur d* elongation -2) 
et par consequent mene a la mort cellulaire. Comme la DTA 
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agit de fa^on catalytique et non stoechiometrique, quelques 
molecules de DTA sont suffisantes pour tuer une cellule. 

Le fragment A libere dans les cellules infectees 
par HIV non seulement entralne la mort cellulaire, mais 
5 bloque egalement toute synthese proteique y compris la syn- 
thase des prolines virales et de ce fait bloque la reinfec- 
tion des cellules voisines. 

Avantageusement, la sequence effectrice peut etre 
modifie par exemple par une mutagenese dirigee afin d'atte- 
10 nuer la cytotoxicity de la proteine produite. 

Selon une forme d* execution pr6fer6e de 
1* invention, la sequence nucleotidique comprend egalement au 
moins une sequence regulatrice transactivable par des fac- 
teurs de transactivation specif ique de 1' affection traitee 
15 ou du tissu cellulaire affecte, et apte a cisactiver la 
sequence effectrice. 

L' expression "assurant la destruction ou la norma- 
lisation des cellules" signifie que lors d'une infection ou 
a l'occasion d'un cancer, 1 1 expression de la sequence effec- 
20 trice dans la cellule hote pennet soit de tuer celle-ci, soit 
de la rendre sensible a un agent exogene toxique ou soit de 
la rendre capable d'inhiber !• action du cancer ou de 1' agent 
infectieux. 

Le terme "sequence effectrice" se rapporte a une 
25 sequence nucleotidique qui," lorsqu'elle s'exprime (par 1' ac- 
tion de facteurs de transactivation specifique sur la se- 
quence regulatrice), pennet de detruire ou de normaliser les 
cellules traitees. 

Selon une forme d' execution preferee de l'inven- 
30 tion, la sequence effectrice code soit pour une proteine 
cytotoxique, pr£f erentiellement le fragment A de la toxine 
diphterique (DTA); soit pour une enzyme conferant a la cel- 
lule transfectee une sensibilite a un agent toxique, 1' enzyme 
sera pr6f erentiellement la thymidine kinase de 1' Herpes 
35 simplex virus typ 1 (HSV-TK). 

Parmi les differentes proteines cytotoxiques dispo- 
nibles (DT-A, RicinA, Gelonine, Toxine de Pseudomonas 
a ruginosa) le choix de la DT-A semble approprie. En effet, 
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comme la majorite de la population a ete vaccinee contre la 
toxine diphterique, tout eventuel relargage de DT-A par les 
cellules mortes sera annihile par le systeme immunitaire . En 
outre, comme la DT-A est depourvue de site de liaison a un 
5 recepteur cellulaire, elle ne pourra pas entrer dans d'autres 
cellules* 

La production de DT-A dans les cellules de mammife- 
res rSsulte en 1* inhibition de toute synthese proteique 
ulterieure (par ADP ribozylation du facteur d 1 elongation -2) 
10 et par consequent mene a la mort cellulaire. Comme la DTA 
agit de fagon catalytique et non stoechiometrique , quelques 
molecules de DTA sont suffisantes pour tuer une cellule. 

Le fragment A libere dans les cellules infectees 
par HIV non seulement entraine la mort cellulaire, mais 
15 bloque egalement toute synthese proteique y compris la syn- 
thase des proteines virales et de ce fait bloque la reinfec- 
tion des cellules voisines. 

Avantageusement, la sequence effectrice peut etre 
modifie par exemple par une mutagenese dirigee afin d'atte- 
20 nuer la cytotoxicity de la proteine produite. 

Selon une forme d 1 execution preferee de 
1" invention, la sequence nucl^otidique comprend egalement au 
moins une sequence regulatrice transactivable par des fac- 
teurs de transactivation specif ique de 1' affection traitee 
25 ou du tissu cellulaire affecte, et apte a cisactiver la 
sequence effectrice. 

Le tenne "sequence regulatrice transactivable" se 
rapporte a une sequence nucleotidique qui est capable de 
repondre & un facteur de transactivation specif ique et d'ac- 
30 tiver en reponse la transcription de sequences situees en 
cis. 

Selon une autre forme d' execution de 1" invention, 
la sequence regulatrice cbmporte tout ou partie de la se- 
quence regulatrice LTR (Long terminal Repeat) des virus HIV 
35 ou HTLV comprenant la sequence TAR (TAT responsive element). 

Preferentiellement, la sequence LTR est depourvu 
de la sequence enhancer Kappa B transactivable par des f ac- 
teurs cellulaires et/ou de la sequence NRE transactivable par 
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le facteur viral NEF. 

La suppression de ces sequences au sein de la 
sequence LTR reduisent de maniere surprenante 1* expression 
de la sequence nucleotidique de 1' invention dans les cellules 
5 n'exprimant pas la proteine TAT sans diminuer l f expression 
de la sequence nucleotidique de 1' invention dans les cellules 
exprimant la proteine TAT. 

Avantageusement , la sequence nucleotidique comporte 
egalement une sequence regulatrice constituee de tout ou 
10 partie de la sequence RRE (Rev-Responsive Element) et de la 
sequence adjacente CRS des virus HIV et HTLV (Rosen, 
P.N.A.S., vol. 85, p. 2071-2075 (1988)) et de sites adjacents 
d' 6pissages. 

Les sequences TAR (situees dans le LTR des virus 
15 HIV et HTLV et transactivables par les proteines virales TAT 
du HIV et TAX du HTLV) et RRE (situees dans la sequence ENV 
des virus HIV et HTLV et repondant aux proteines REV du HIV 
et REX du HTLV) et de sites adjacents d'epissages sont par 
exemple des sequences utilisables pour le traitement des 
20 infections par ces retrovirus (Rosen G., Editorial Review, 
Aids 1990, 4, 499-509). 

Le grand degr6 de conservation de ces sequences 
pennet de traiter les cellules infectees par les differentes 
souches de HIV a 1 ■ aide de la meme construction nucleotidi- 
25 que. 

On place egalement la sequence ef fectrice sous le 
controle de la proteine Rev de HIV, car en 1' absence de Rev, 
tout mRNA qui contient la sequence RRE est bloque dans le 
spliceosome nucleaire et ne peut etre exporte dans le cyto- 
30 plasme vers les ribo somes. 

Selon une autre forme d' execution prfiferee de 
1' invention, la sequence regulatrice est constituee d'au 
moins une sequence promoteur "enhancer", de preference speci- 
1 fique du cytomegalovirus et la sequence effectrice est trans- 
35 crite en un ribozyme clivant specif iquement l'ARN messager 
codant pour la protein a du cytomegalovirus (Griffiths P., 
Biochem J., 241, p. 313-324 (1987)). 

Selon une autre forme d' execution preferee de 
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1' invention, la sequence regulatrice est constitute d'au 
moins un promoteur et/ou d'au moins un enhancer transactiva- 
ble dans certains tissus specif iques, de preference choisis 
panni le groupe constitue par: 
5 - la sequence nucleotidique controlant 1' expression du gene 
codant pour I'a f oetoproteine (AFP), cette region n'etant 
transactivee que dans les cellules d'hepatomes, de chorio- 
carcinome et dans de rares cellules hepatiques (Sakai M. , 
The Journal of Biological Chemistry, vol. 260, n° 8, p. 
10 5055-5060 et Nakabayashi H. , vol. 264, n° 1, p. 266-271); 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression de la 
proteine placentaire humaine 11 (PP11). La PP11 n'est 
exprimee que dans le placenta ( syncy tiotrophoblaste ) et on 
ne la trouve dans aucun tissu adulte normal, xnais par 

15 immunohistochimie on la detecte dans 47% des cancers du 
sein, dans 67% des carcinomes ovariens, et dans 38% des 
cancers testiculaires et gastriques etudies (Grundmann U.,. 
DNA and Cell Biology, vol. n° 9, n° 4, 1990, p. 243-250); 

- la sequence nucleotidique controlant 1" expression de l*an- 
20 tigene CO - 029 qui est detectee dans des carcinomes de 

l'estomac, du colon, du rectum et du pancreas ma is n'est 
pas detecte dans les tissus normaux (Szala S,, PNAS, vol. 
87, p. 6833-6837 (1990)); 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression de l*an- 
25 tigfene H23 (breast-cancer-associated antigen)' d#tecte chez 

l'humain dans 90% des cancers du sein (Tsarfaty I., Gene, 
93, (1990) p. 313 a 318); 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression prostati- 
que de la proteine secr^toire prostatique PSP94; dans les 

30 cancers de la prostate a un stade avance, apres prostatec- 
tomie, le seul tissu de l'organisme synthetisant la PSP94 
est le tissu tumoral prostatique (Linard. C, Gene, 73 
(1988), p. 479-487); 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression de la 
35 proteine pHGRll associee au melanome, au cancer ovarien, 

a l'adenocarcinome du colon et de la prostate; les seules 
cellules nonnales oil pBGRll est exprime, sont les cellules 
de la granulosa de I'ovaire (Rapp G., DNA and cell Biology, 
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vol. 9, n° 7, p. 479-485); 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression de la 
proteine pHGR74, exprimee dans les testicules, la prostate, 
la vesicule seminale et la granulosa de l'ovaire; 

5 - ainsi que les sequences controlant 1' expression de protei- 
nes specif iques de 1 ' epithelium mammaire, de 1 • epithelium 
uterin; 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression de la 
tyrosinase, exprimee dans les melanocytes et le melanome 

10 malin (Kwon B., PNAS, vol. 84, p. 7473-7477); 

- les sequences controlant 1* expression de 1' diastase, expri- 
mee uniquement dans le pancreas exocrine (Cell, vol. 9, 
435-443 (1987); 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression hypo- 
15 physaire de la prolactine (Peers B., Molecular and Cellular 

Biology, sept. 1990, p. 4690-4700). 

La pr^sente invention concerne aussi un vecteur 
recombinant (viral ou plasmidique ) comprenant la sequence ou 
une partie de la sequence selon 1* invention. 
20 L' invention concerne egalement une composition 

phannaceutique pour le traitement de cellules cancereuses ou 
soumises a des infections comprenant au moins une sequence 
et/ou le vecteur selon 1' invention et un vehicule phannaceu- 
tique adequat . 

25 Selon une forme d f execution preferee de 1* inven- 

tion, cette composition phannaceutique comprend egalement un 
ou plusieurs agents viraux sauvages appartenant au groupe des 
parvovirus autonomes. 

Un autre aspect de 1' invention concerne l'utilisa- 

30 tion de la composition phannaceutique, de la sequence et/ou 
du vecteur selon 1' invention pour la preparation d'un medica- 
ment destine au traitement de cancers et/ou d* infections . 
Brdve description des figures 

La figure 1 represente une vue schematique de la sequence 
35 nucleotidique de 1" invention. 

La figure 2 represente les courbes de croissance (nombre 
de cellules x 10" 4 ) de fibroblastes humains 
nonnaux (NHF) et de fibroblastes trans formes 
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(KMST-6) en fonction du temps (jour apres 
infection). 

La figure 3 represente l'expression de CAT (Pg CAT/10 pq 
d'extrait cellulaire) dans ces deux lignees 
5 cellulaires en fonction du temps (jour apres 

infection). 

La figure 4 represente l'expression de la proteine CAT 
apres deux jours d' infection de differentes 
lignees cellulaires normales (rectangle blanc) 
10 ou transformers (rectangle raye ) 

(a=fibroblastes, b=cellules epithemiale , c=lym- 
phocytes T, d=lymphocytes B , e=Macrophages ) 
nBHcri ption d'une forme d' execut ion nreferee de 1' invention 
La figure 1 represente une sequence nucleotidique 
15 (1) selon 1* invention et la sequence polypeptidique (7) codee 
par ladite sequence nucleotidique ( 1 ) . 

Cette sequence nucleotidique (1) comprend integre 
dans un vecteur parvoviral autonome ( 2 ) , sous le controle 
d'au moins une sequence regulatrice (4), au moins une se- 
20 quence effectrice (3). Ladite sequence effectrice (3) est de 
preference constitute de plusieurs sous-unites polycistroni- 
ques codantes (5,6). 

Ladite sequence effectrice (3) code de preference 
pour un polypeptide de fusion (7) comprenant au moins un 
25 ligand (8) et une sequence polypeptidique effectrice propre- 
ment dite (9) telle qu'un polypeptide cytotoxique. 

Les exemples ci-apres sbnt donnes a titre purement 
indicatif et permettent d'illustrer d'autres caracteristiques 
et avantages de la presente invention. 
30 Exemple 1; Traitement de 1' infectio n a H.I.V. 

Les sequences virales utilisees sont d'une part la 
sequence LTR 5' du HIV modifie de facon a etre controle par 
la proteine TAT du HIV et a echapper au controle de facteurs 
de transactivation cellulaire, et d ; autre part, la sequence 
35 RRE placee sous le controle de la proteine Rev du HIV et liee 
a la sequence CRS adjacente. La sequence effectrice place 
entre ces deux sequences est constitute par le gene codant 
pour le fragment A de la toxine diphterique. Ces deux 



j 



WO 94/13823 



PCT/BE93/00080 



19 

sequences imposent une double securite a 1* expression du 
fragment A- qui ne pourra se faire que dans les cellules 
infectees par le HIV qui produisent (meme a bas bruit comme 
dans les infections latentes) a la fois les proteines TAT et 
5 REV. La sequence TAR (controlee par TAT) et la sequence RRE 
(REV Responsive Element) de HIV-1 repondent aux proteines TAT 
et REV de HIV-1 et HIV- 2 ainsi qu'aux proteines TAX et REX 
de HTL-V-1. Le grand degre de conservation de ces sequences 
pennet de traiter les cellules infectees par les differentes 
10 souches de HIV a 1 • aide de la meme construction. L'avantage 
du parvovirus Bur les autres vecteurs de transfection est 
qu'il n'y a pas integration dans le genome de la cellule de 
son materiel genetique, qui reste sous forme episomiale et 
ne risque pas d'inactiver un gene oncosuppresseur ou d'acti- 
15 ver un protooncogene . 

L'innocuite et l'efficacite d'un tel traitement 
devraient permettre son administration egalement aux patients 
seropositifs en phase d' infection latente asymptomatique . Le 
fragment A libere dans les cellules infectees par HIV, non 
20 seulement entraine la mort cellulaire, mais bloque egalement 
toute syntheBe proteique y compris la synthese des proteines 
virales et de ce fait bloque la reinfection des cellules 
voisines . 

ProcSde d'obtention de la constr uction vectorielle; 
25 1. Isolation de la sequence requlatrice transactivable 

- Amplification par PCR du fragment (-85, +78) du LTR de 
BIV-I et insertion aux sites Smal (715 Blunt) et 
Hind III (689) (compatible avec +78 = site Hind III) 
du plasmide p Bluescript SK +/-*. 

30 La sequence LTR de HIV est ainsi depourvu des sites NF- 

KB mais conserve 3 sites SPl f la TATA Box et le TAR 
(TAT Responsive Element). 
2. Isolation et integration de la se quence effectrice cis- 
activable 

35 - Amplification par PCR du fragment DTA place entre les 

nucleotides (79) et (653) 

- formation des oligomeres Hind III - ATG - (79) - DTA 
et DTA - (653) - TAG - KPnl 
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- Insertion du Hind III ATG - (79) - DTA - (653) TAG - 
KPnI-.aux sites Hind III (689) et KPnl (657) du plasmide 
p Bluescript SK +/- LTR HIV. 

- Isolation du fragment (2668 bp): KPnl (6346) - CRS - 
5 RRE - Kpnl (9014) du HIV-I. 

- Insertion au site KPnl (657) du plasmide p Bluescript 
SK +/- LTR - DTA (insertion dans les deux 
orientations ) . 

- Isolation du fragment 

10 BamH I (Bluescript 719) - BamH I (HIV 8474) ayant la 

bonne orientation (2865 pb) et un autre fragment mal 
oriente (1277 pb) . 

3. Integration de la sequence effectrice et de la sequence 
rgqulatrice dans le vecteur pa rvoviral 

15 Digestion du vecteur pMM 984 (vecteur MVM) par NCO I (259) 

et Xba I (4335) 

a j outer poly linker Bgl II 

inserer fragment BamH I - LTR - DTA - CRS - RRE - BamH I 
20 et select ionner les clones ayant la bonne orientation. 

4 . Clonaqe du vecteur dans E. coli 

Les clones ayant la bonne orientation sont selectionnes 
et les plasmides isoles. 

(Le pMM 984 a tendance lorsqu'il est propage dans E. Coli 
25 de perdre 40 ou 97 paires de base dans le palindrome 

droit, ce qui n'est pas le cas dans Epicurian Coli sure 
(Stratagene®) . 

5. Production de virions 

Pour encapsider le genome parvoviral recombinant, un 
30 plasmide helper (soit le pMM 984 soit un pMM 984 presen- 

tant une delation dans le palindrome droit) est cotrans- 
fecte avec le plasmide recombinant selectionne dans.des 
cellules tumorales. 

Apres 2 jours de culture, les surnageants (2 jours par 
35 transf ction) sont recoltes. Les cellules sont congelees 

et decongelees et les virions recoltes et isoles sur 
gradient de chlorure de cesium. 

De meme, on peut aussi utiliser dans le- proc^de 
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susmentionne des cellules "emballeuses" produisant de 
fagon constitutive ou inducible VP1 et VP2. 
Exemple 2: Traitement, du cancer du sein 
p ^cxpede d'obtention de la constr uction vectorielle 
5 i. Isolation de la sequence requlatrice transact ivable 

- Amplification par PCR du fragment 

GAG Hind III - H23 Ag (280) - H23 Ag (784) - EcoR I - 
GAG de 584 paires de bases de la 5' flanking sequence 
de H23 Ag (ATG en 785) a partir de I'ADN genomique de 
10 la lignee (T47D) du cancer mammaire humain. 

- Digestion par Hind III et EcoR I et insertion aux sites 
Hind III (689) et EcoR I (701) du plasmide p Bluescript 
SK +/-. 

2. Isolation et integration de la sequence effe ctrice cis- 
15 activable 

- Amplification par PCR du fragment 

GAG EcoR I - ATG Diphteria Toxin DTA (79-653) TAG - 
Xba I - GAC 

fragment codant pour la portion toxique de la toxine 
20 diphterique depourvue de la sequence "hydrophobic 

leader signal sequence" 

par !• amorce GAG EcoR I ATG - DTA (79-100) et par 
1* amorce DTA (631 - 653) - TAG - Xba I - GAG 

- Digestion par EcoR I et Xba I et insertion du fragment 
25 DTA aux sites EcoR r (701) et Xba I (731) du plasmide 

p Bluescript SK +/- contenant le fragment H23 Ag. 

3. Integration de la sequence effectrice et de sa sequence 
requlatrice dans le vecteur parvoviral: 

Le site Hind III du plasmide PBR 322 dans pMM 984 est 
30 detruit en enlevant le fragment Cla I - Nhe I du PBR 322 

et en rendant "blunt" les extremites 5' protrudentes en 
presence du fragment de Klenow de la DNA polymerase 
d'E. Coli. 

Le pMM 984 (Hind III PBR 322-) est alors recircularise. 
35 - Digestion par Hind III et Xba I et insertion du frag- 

ment H23 - ATG - DTA TAG aux sites Hind III (2650) et 
Xba I (4339) du plasmide (depourvu du site Hind III du 
PBR 322) pMM 984 en remplacement des sequences codant 
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pour les proteines VP1 et VP 2 du MVMp. 
On obtient done la sequence suivante du MVMp modifie: 
Palindrome, Promoteur P4, NSI, NSII, promoteur P38 
region promoteur enhancer H23 - ATG - DTA - TAG - sites 
5 de polydenylation du MVM, Palindrome. 

4. rotransfection avec du DNA plasmidigue de parvovirus 
sauvage (ou virus avec palindrome 5' non-f onctionnel ) pour 
fournir les capsides virales (VP1 et VP2) dans les cellu- 
les productrices de virions. 
10 Example 3: Construction vect orielle a utiliser pour le trai- 
tement et le diagnostic de c ancer (cancer du sein) 

1. isolation de la sequence reaulatr ice transactivable 

L* amplification par PCR du fragment GAG Hind III - B23 Ag 
(280) - H23 Ag (784) - EcoR I - GAG et son insertion aux 
15 sites Hind III (689) et EcoR I (701) du plasmide p 

Bluescript SK +/- se fait comme precedemment . 

2. Tpolation et integration de la seq uence effectrice cis- 
activable 

- Amplification par PCR du fragment 

20 GAG EcoR I - ATG - HSV-1 Thymidine kinase (59 a 1189) 

TGA Xba I - GAG 

- Insertion aux sites EcoR I (701) et Xba I (731) du 
plasmide p Bluescript SK +/- contenant le fragment 
H23 Ag. 

25 3. Integration de la sequence effectr ice et de sa sequence 
reaulatrice dans le vecteur par voviral 

Insertion du fragment H23 - Tk aux sites Hind III (2650) 
et Xba I (4339) du plasmide pMM 984. 

Synthese d'iodovinyldeoxyuridine marquee a l'iode 123 pour 
30 le traitement et la detection par gammacamera de cellules 

cancereuses exprimant l'HSV-I Tk apres infection par le 
vecteur decrit ci-dessus (Samuel J. et al, Int. J. Appl. 
Radiat. Isot. f vol. 35., n« 11, p. 1049-1052 (1984)). 
Ex mole 4 i Construction vectorielle a utiliser pour le trai- 
35 t ment d l'h6patom ou du ch ri carcinom 

1. Isolation de la sequence reaulat rice transactivable 
Amplification par PCR du fragment 

GAG Hind III - AFP enhancer (-736, +44) - EcoR I - GAG par 
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1* amorce GAG Hind III - AFP enhancer (-736, -716) 
et 1' amorce AFP enhancer (+24, +44) EcoR I GAG 
et insertion aux sites Hind III (689) et EcoR I (701) du 
plasmide p Bluescript SK +/-. 
5 2 . isolation et integration de la sequence effectrice cis- 

activable 

Amplification par PCR du fragment GAG EcoR I - ATG - DTA 
(79-653) TAG - Xba I - GAG et insertion aux sites EcoR I 
(701) et Xba I (731) du plasmide p Bluescript SK +/- 
10 contenant l'AFP enhancer. 

3. Insertion He la sequence effec trice et de sa sequence 
reoulatrice dans le vecteur parvoviral 

insertion du fragment AFP enhancer ATG DTA TAG aux sites 
Hind III (2650) et Xba I (4339) du plasmide pMM 984 
15 Example 5: Traltement de 1' in fection a cytomegalovirus surve- 
nant chez les immunodeprimeB 

Chez leB sujets a immunite normale, 1' infection 
virale est combattue par des lymphocytes T cytotoxiques qui 
reconnaissent des peptides provenant de proteines virales 
20 ayant 6te degradees apres synthase endogene par les cellules 
infectees. Ces peptides sont reconnus en association avec les 
molecules du MHC classe I (Major Histocompatibility Complex) . 
La destruction des cellules infectees empeche la propagation 
des virus aux autres cellules en inhibant leur replication. 
25 Les defenses de l'organisme comprennent aussi la production 
intracellulaire d' interferon et la production d'anticorps 
specif iques. En 1' absence de medicaments antiviraux specif i- 
ques et tenant compte de l'efficacite limitee de 1 ' immunothe- 
rapie passive, l'on propose dans 1' invention de traiter les 
30 immunodeprimes atteint d' affection virale a l'aide de parvo- 
virus modifies en remplagant les sequences codant pour NS-1, 
NS-2, P38, VP-1 et VP-2 par une sequence promoteur "enhancer" 
contr61#e par des facteurs de transactivation specif iques du 
virus infectant. Cette sequence controle 1' expression d'une 
35 sequence effectrice pennettant aux cellules transfect^es soit 
d resister a 1' infection soit d'etre eliminees. 

Bien que 1" infection a cytomegalovirus soit asymp- 
tomatique chez les individus ayant un systeme immunitaire 
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normal, elle devient une cause majeure de deces et de morbi- 
dity chez les patients a iiraminite soit immature ( foetus , 
nouveau-ne) soit compromise (receveurs d' allogref f es, pa- 
tients atteints du SIDA) . Les infections intra-uterines a CMV 
5 sont la seconde cause d ' arrieration mentale apres le syndrome 
de down. (Griffiths and al., Biochem. J* (1987), 241, 
p. 313-324) 

La pneumonie k CMV est la principale cause de mort 
apres transplantation de moelle osseuse et 1' infection dis- 
10 criminee h CMV est la cause majeure de morbidite et de morta- 
lity chez les greffes renaux ou chez les patients atteints 
de SIDA. 

Apres 1 B infection de la cellule susceptible par le 
CMV, 1' expression temporelle du genome du virus est etroite- 
15 ment controlee sous forme d'une synthase en cascade d'ARN 
messager et de proteines. L'on distingue les genes a (ou 
precoces immSdiats), P (ou precoces retardes) et y (ou 
tardifs). Les produits des genes o sont requis par le virus 
pour prendre le controle des syntheses de la cellule hote, 
20 les produits P controlent la production de virions tandis que 
les produits y forment les composants de structure du virion. 

Les proteines a permettent la synthese d f ARN messa- 
ger P et les proteines p permettent la replication de l'ADN 
qui est suivie par la synthese de l'ARN messager y 
25 Les genes a et p sont transcrits par l'ARN polyme- 

rase II cellulaire. Leur expression est controlee par des 
sequences proximales par rapport au promoteur qui sont acti- 
vees en trans par une proteine structurale du virion. 

Selon 1' invention, ces sequences sont inserees a 
30 la suite du promoteur P4 du parvovirus et sont suivies d'une 
sequence codant pour un ARN ribozymial clivant specif iquement 
l'ARN messager codant pour la proteine a la plus importante 
(Spaete and Mocarski, 1985, J. virol., 56, 135-143; Sternberg 
et al, 1984, J. virol., 49, 190-199). Les cellules transfec- 
35 tees par le parvovirus modifie de la sorte sont protegees de 
l f infection par le CMV. En effet, lors de l 1 infection, 1' en- 
levement de l'enveloppe virale donne naissance a la proteine 
structurale qui transactivera la sequence inclue dans le 
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parvovirus et initiera la production de ribozymes anti mRNA 
de la prot§ine a. 

Exem ple fc: Construction vectorielle comprenant des unites 
polvcistronlqueB 
5 Vecteur parvoviral autonome contenant le gene GMCSF 
(Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) et le gene 
PF4 (Platelet Factor 4) sous forme d'une unite bicistronique 
relics par l'IRES (Internal Ribosome Entry Site) du virus de 
l f hepatite C. 

10 Dans differents systemes murins experimentaux, la 

reinjection de cellules tumorales irradi^es transfectees par 
un gene codant pour une cytokine (notamment codant pour 
GMCSF ) permet 1 1 eradication de tumeurs preexistantes 
(Pardoll, Inmiunology Today, p. 310-316, vol. 14, n° 6 (1993). 

15 Cependant, certaines de ces cytokines (notamment le GMCSF) 
sont de puissants activateurs de la neovascularisation 
tumorale. Cette propriete a probablement peu d" importance 
lorsque les cellules irradiees sont injectees loin des sites 
tumoraux. Mais, lors de 1 ■ utilisation de vecteur s capables 

20 de faire exprimer specif iquement la cytokine par le tissu 
tumoral, cet effet sur la neovascularisation peut etre 
dommageable. Aussi, le vecteur parvoviral autonome selon 
1' invention comporte a la fois des sequences codant pour le 
GMCSF et pour PF 4 (qui est un puissant inhibiteur de la 

25 neovascularisation tumorale). 

Par PCR, on isole le gene codant pour le GMCSF en 
lui adjoignant en 5' un site Hind III et en 3' un site NCO 
I (plasmide GMCSF® du British Technology Group), on modifie 
le pGEM 7® (Promega) en introduisant au site Smal, un site 
30 NCO I et au site EcoR I, un site Bglll. On insere le fragment 
Hind III-GMCSF-Ncol dans le plasmide pGEM 7 modifie. 

On isole par PCR un fragment englobant la sequence 
comprise entre les nucleotides 101 et 332 de la region non 
traduite 5' du virus de 1' hepatite C. (Tsukiyama-Kohara, 
35 Journal of Virology, 1992, 1476-1483). Ce fragment comprend 
un site NCO I en 5' et un site Bglll en 3' englobant 1 ' IRES 
(101-332). On insere aux sites NCO I et Bglll du pGEM 7 
modifie contenant le GMCSF. On isole par PCR le fragment 
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contenant le gene codant pour le PF4 humain (Bar one, J. Biol. 
Chem., 263/. 8710-8715 (1988)). 

Ce fragment comprend un site Bglll en 5' et un site 
Xba I en 3' englobant le gene PF4 . 
5 On insere ce fragment entre les sites Bglll et 

Xba I du pGEM 7 modifie contenant le GMCSF et l'IRES. 

On isole du pGEM 7 le fragment Hind III-GMCSF-NCOI- 
IRES-BglII-PF4-Xba I et on insere dans le pMM 984 (delete du 
site Hind III (9169) entre les sites Hind III (2650) et Xba I 
10 (4342). On construit ainsi un plasmide contenant les genes 
GMCSF et PF4 place sous le controle du promoteur P38 du 
parvovirus MVMp. 

Exemple 7: Construction d'un vecteur parvoviral autonome 
contenant le gfene murin B7 
15 Dans differents systemes murins experimentaux , la 

reinjection de cellules tumorales irradiees transfectees par 
le gene murin codant pour la prot6ine B7 permet 1 1 eradication 
de tumeurs pre-existantes. On insere le gene murin B7 dans 
le parvovirus MVMp a la place des genes codant pour les 
20 proteines de capsides VP1 et VP2. 

Le plasmide contenant le gene murin B7 est obtenu 
du centre A.Z. Jette (Vrije Universiteit te Brussel). 

Ce gene s f y trouve sous la forme d'un fragment 
Hind III-XhOI de 944 paires de bases. 
25 Le fragment B7 (Hind III-XhOI) est introduit dans 

les Bites Hind III et XhOI du plasmide pGEM 7® (Promega), qui 
contient un site Xba I adjacent au site XhOI. 

Par ailleurs, le plasmide pMM 984 contenant le MVMp 
est delete du site Hind III (9169) present dans la partie 
30 pBR322 du pMM 984. (Apres digestion partielle f le site 9169 
est rendu blunt par le fragment de Klenow de la DNA 
polymerase) • 

Le gene B7 compris dans un fragment Hind III-Xba I 
est isole du pGEM modifie et insere aux sites Hind III (2650) 
35 t Xba I (4342) du MVMp dans le plasmide pMM 984 delete du 
site Hind III (9169). 

Pour produire les virions recombinants contenant 
le gene B7, le plasmide pM984 contenant le gene B7 est co- 
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transf ecte avec un plasmide pMM 984 contenant un MVMp delete 
du palindrome droit dans des cellules COS. Trois jours apres 
la transf ection f les cellules sont congelees et decongelees 
trois fois et les virions sont recoltes et isoles sur gra- 
5 dient de chlorure de cesium. 

Les virions isoles sont resuspendus apres dialyse 
dans du PBS pH 7,2 et utilises pour infecter differentes 
lignees cellulaires. 

Des fibroblastes humains normaux (NHF) obtenus de 
10 primoculture et une lignee de fibroblastes humains transf or- 
mes sont infectes a une multiplicity d' infection (M.O.I.) 
d' environ 10~ 2 • 

L* expression de la protSine B7 a la surface des 
cellules infect^es est meeur^e par immunofluorescence a 
15 l'aide d'un Fluorescent Activated Cell Sorter (Becton 
Dickinson) • 

Les resultats obtenus sur 10.000 cellules mesurees 



sont les suivants : 





Nombre de cellules exprimant un niveau 
donne de fluorescence B7 specifique 
(Intensite moyenne en unites FACS) 


Intensite de fluorescence 
(Unites FACS) 


NBK 


NHF 


> 1000 


12 (1150) 


0 


de 750 a 1000 


3 (846) 


0 


de 500 a 750 


11 (626) 


0 


de 250 a 500 


13 (372) 


0 


de 100 a 250 


28 (170) 


0 


de 10 a 100 


0 


0 


< 10 


Le reste des 10000 
cellules 


toutes les cellules 



30 Le tableau I ci-dessus montre que dans les cellules 

NBK 67 cellules possedent une intensite moyenne en unites 
FACS super ieure a 100; la moyenne est de 490 et la mediane 
de 340. 

Dans les cellules NHF, toutes les cellules posse- 
35 dent une intensite moyenne en unites FACS inferieure a 10. 
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Rvftm ple 8; Construction d'un ve ct ur parvoviral autonome 
untenant un ribozvm anti bcr-abl insere au site As e l (2350) 
du MVMp 

- On delete le site Asel (8316) present dans la partie pBR322 
5 du pMM 984. Apres digestion partielle, le site Asel 8316 

est rendu blunt par le fragment de Klenow de la DNA polyme- 
rase I. 

- On synthetise (DNA Synthetiser Applied Biosy stems) de l'ADN 
double brin correspondant a un ribozyme anti bcr-abl. Cet 

10 ADN synthetique double brin presente, de part et d' autre, 
des extremites protuberantes correspondant au site de 
restriction Asel. 

Le ribozyme anti bcr-abl est constituS de la sequence 
decrite p. 601 dans 1' article de Snyder et al.: Blood, vol. 
15 82, n° 2, 1993, p. 600 a 605, entouree de 2 sites Asel. 

L'ADN double brin contenant la sequence codant pour 
le ribozyme anti bcr-abl entre deux sites Asel est inseree 
au Bite Asel (2350) du pMM 984. 

Apres transformation par electroporation des bacte- 
20 ries Epicurian Coli Sure® (Stratagene) , les clones positifs 
(isoles par hybridation avec une sonde radioactive specif ique 
de la sequence du ribozyme) sont sequences et les clones 
possedant un ribozyme dans la bonne orientation sont isoles. 
La production de virions se fait par transfection de cellules 
25 COS ou de cellules NBK. 

Afin de stabiliser le ribozyme in vivo, l'on ajoute 
en 3' a la sequence codant pour le ribozyme anti bcr-abl, la 
sequence codant pour le signal de terminaison de transcrip- 
tion du bacteriophage T7 (Sioud et al., J. Mol. Biol. (1993), 
30 223, p. 831-835). L'ensemble est egalement insere au site 
Asel (2350) du pMM 984. 

Exemple 9: Construction d'un vecteur parvoviral autonome 
contenant le gene CAT ( chloramphenicol ac6t vl transferase) 
en place des genes codant pour les prot^ ines de capsides 
35 On insere le fragment contenant le gene CAT entre 

un site Bind III en 5' contigu a l'ATG et un site Xba I en 
3* au site Hind III (2650) et Xba I (4342) du plasmide 
pMM 984 delate du site Hind III (9169). 
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La production de virions se fait par cotransf ection 
des cellules COS a I'aide du plasmide obtenu (P38.CAT) et du 
pMM 9 84 delete du palindrome droit du MVMp. 

Trois jours apres la transfection, les cellules 
5 sont congelees et decongelees trois fois et les virions sont 
recoltes et isoles sur gradient de chlorure de cesium, Les 
virions iBoles sont resuspendus apres dialyse pour infecter 
differentes lignees cellulaires. 

La figure 2 montre les courbes de croissance de 
10 fibroblastes humains nonnaux (NEF) et de fibroblastes humains 
transformes 1, 2 et 3 jours apres infection par des virions 
P38 CAT (MOI < 1<T 2 ). 

La figure 3 montre la production de la proteine CAT 
(mesuree par CAT-ELI S A de Boehringer) de ces memes cellules. 
15 Malgre le fait qu'ils se multiplient h un bon 

rythme, les fibroblastes nonnaux ne produisent des quantites 
de proteine CAT gu f a la limite de detection , tandis que les 
cellules transfonnees en produisent abondamment. 

La figure 4 montre 1' expression CAT mesuree 2 jours 
20 apres infection de differentes lignees de cellules humaines 
normales (en blanc) et de cellules transformees (en raye) • 
II en ressort qu'aucune cellule normale ne depasse le 10 
pg/10 microgramme de proteine d'extrait cellulaire. 

A part les lymphomes B f toutes les cellules trans- 
25 formees testees expriment a des degres divers des quantites 
importantes de proteine CAT 
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RE VEND I CAT I ONS . 

I-. Sequence nucleotidique (1) destinee au traite- 
ment de cellules cancereuses ou soumises a des infections, 
caracteriBee en ce qu'elle comprend, integre dans la sequence 
5 nucleotidique d'un virus (2) appartenant au groupe des parvo- 
virus autonomes, au moins une sequence nucleotidique effec- 
trice (3) susceptible d' assurer la destruction ou la normali- 
sation desdites cellules. 

2. Sequence nucleotidique selon la revendication 
10 1 caracteriBee en ce que le virus appartient au groupe des 

parvovirus autonomes oncoselectif s • 

3. Sequence nucleotidique selon la revendication 
2 caracterisee en ce que le virus est choisi parmi le groupe 
conBtitue par le parvovirus HI, le parvovirus variant fibro- 

15 tropiqiie du "Minute virus of Mice" (MVMp) et le parvovirus 
Lu III. 

4. Sequence nucleotidique selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique du virus est depourvue des sequences nucleoti- 

20 diques codant pour les proteines de capsides VP1 et VP2 du 
parvovirus . 

5. Sequence nucleotidique selon la revendication 
4, caracterisee en ce que la sequence nucleotidique du virus 
est egalement depourvue de la sequence nucleotidique du 

25 promoteur P38 et des sequences nucleotidiques codant pour les 
proteines non structurelles NSI et NSII du parvovirus. 

6. Sequence nucleotidique selon l f une quelconque 
des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
sequence effectrice (3) comprend plusieurs sequences nucleo- 

30 tidiques codantes (5,6) et/ou non codantes, agencees en sous-? 
unites polycistroniques sous le controle d'une seule unite 
promotrice • 

7. Sequence nucleotidique selon la revendication 
6 caracterisee en ce que la sequence effectrice (3) comprend 

35 entre les sequences nucleotidiques codantes (5,6) au moins 
un sequenc nucleotidique IRES. 

8 • Sequence nucleotidique selon 1 ' une quelconque 
des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
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sequence nucleotidique codante effectrice (3) code pour au 
moins un polypeptide de fusion (7) comportant au moins un 
ligand (8), de preference choisi parmi le groupe constitu^ 
par l'extremite hypervariable specif igue d'un anticorps, une 
5 cytokine ou un facteur de croissance, ledit ligand (8) etant 
susceptible de se lier de maniere specifique a au moins une 
molecule exprimee a la surface des cellules cancereuses ou 
soumises a des infections. 

9. Sequence nucleotidique selon l'une quelconque 
10 des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
sequence nucleotidique effectrice (3) comprend au moins une 
sequence choisie parmi le groupe constitue par lea sequences 
nucleotidiques : 

- codant pour un polypeptide cytotoxique ou au moins un 
15 fragment de ce polypeptide, de preference le fragment A de 

la toxine diphterique (DTA), 

- codant pour une molecule conferant a la cellule transfectee 
une sensibilite a un agent toxique, de preference la mole- 
cule etant la thymidine kinase de 1' Herpes simplex virus 

20 type 1 (BSV-TK) et 1' agent toxique etant un analogue de 
guanosine marque" a l'aide des radioisotopes emetteurs 
d' electrons Auger tels l'lode 123, 

- codant pour au moins un polypeptide ou un fragment de ce 
polypeptide, augmentant la reponse immunitaire du patient, 

25 - codant pour au moins un polypeptide ou un fragment de ce 
polypeptide, inhibant la neoangiogenese tumorale, de pre- 
ference le polypeptide est choisi parmi le groupe constitue 
par 1' interferon o, 1* interferon p et/ou le platelet factor 

30 10. Sequence nucleotidique selon l'une quelconque 

! des revendications 1 a 8 caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique effectrice (3) comprend au moins une sequence 
nucleotidique pouvant etre transcrite en un RNA, de prefe- 
rence un PNA anti-sens ou un ribozyme susceptible de detruire 
35 ou de normaliser des cellules traitees. 

11. Sequence nucleotidique selon l'une quelconque 
d s revendications precedentes caracterisee en ce qu'elle 
comprend ,egalement au moins une sequence nucleotidique 
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regulatrice (4) transactivable par des facteurs de trans- 
activation specif iques de 1' affection traitee ou du tissu 
cellulaire affecte et apte a cisactiver la sequence effec- 
trice (3) 

5 12. Sequence nucleotidique selon l'une quelconque 

des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
sequence nucleotidique regulatrice (4) comporte tout ou une 
partie de la sequence nucleotidique regulatrice LTR des virus 
HIV comprenant la sequence TAR. 

10 13.. Sequence nucleotidique selon la revendication 

12 caracterisee en ce que la sequence nucleotidique LTR est 
depourvue de la sequence nucleotidique enhancer NF-Kappa B 
transactivable par des facteurs cellulaires et/ou de la 
sequence nucleotidique NRE transactivable par le facteur 

15 viral NEF. 

14. Sequence nucleotidique selon les revendications 
12 ou 13 caracterisee en ce que la sequence nucleotidique 
comporte en outre une seconde sequence nucleotidique regula- 
trice constitute de tout ou partie de la sequence nucleotidi- 

20 que RRE et de la sequence nucleotidique CRS des virus HIV et 
des sites adjacents d'epissages. 

15. Sequence nucleotidique selon la revendication 
11 , caracterisee en ce que la sequence nucleotidique regula- 
trice est constitute d'une sequence nucleotidique promoteur 

25 "enhancer" specif ique du cytomegalovirus et que la sequence 
effectrice est transcrite en un ribozyme clivant specif ique- 
ment l'ARN messager codant pour la proteine a du cytomegalo- 
virus . 

16. Sequence nucleotidique selon la revendication 
30 11 caracterisee en ce que la sequence nucleotidique regula- 
trice comporte au moins un promoteurs et/ou au moins un 
enhancer transactivable dans certains tissus specifiques et 
choisi(s) parmi le groupe constituS par: 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression du gene 
35 codant pour I'o f oetoproteine (AFP) , 

- la sequence nucleotidique controlant 1" expression de la 
proteine placentaire humaine 11 (PP11), 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression de 
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- la sequence nucleotidique controlant 1' expression de I'an- 
tigene H23, 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression prostati- 
5 que de la proteine secretoire prostatique PSP94, 

- la sequence nucleotidique controlant I 1 expression de la 
proteine pHGRll associee au melanome, au cancer ovarien, 
a 1 ' adenocarcinome du colon et de la prostate, 

- la sequence nucleotidique controlant 1' express ion de la 
10 proteine pHGR74, exprimee dans les testicules, la prostate, 

la vesicule seminale et la granulosa de l'ovaire, 

- les sequences controlant 1' expression de proteines specif i- 
ques de 1 ' epithelium mammaire, de 1 'epithelium uterin, 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression de la 
15 tyrosinase, exprimee dans les melanocytes et le melanome 

malin, 

- les sequences controlant 1' expression de I'elastase, expri- 
mee uniquement dans le pancreas exocrine, 

- la sequence nucleotidique controlant 1' expression hypo- 
20 physaire de la prolactine et/ou un melange d'entre elles. 

17. Vecteur recombinant comprenant la sequence ou 
une partie de la sequence selon l'une quelconque des revendi- 
cations precedentes 1 a 16. 

18. Composition pharmaceutique caracterisee en ce 
25 qu'elle comprend une ou pltisieurs sequences nucleotidiques 

selon l'une quelconque des revendications 1 a 16 et/ou le 
vecteur selon la revendication 17 et un vehicule pharmaceuti- 
que adequat • 

19. Composition pharmaceutique selon la revendica- 
30 tion 12 caracterisee en ce qu'elle comprend egalement un ou 

plusieurs agents viraux sauvages appartenant au groupe des 
parvovirus autonomes 

20. Utilisation d'une composition pharmaceutique 
selon l'une quelconque des revendications 18 ou 19, pour la 

35 preparation d'un medicament destine au traitement de cancers 
ou d ■ infections • 

21. Utilisation d'une sequence nucleotidique selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 16 et/ou d'un vecteur 
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selon la revendication 17 pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de cancers ou d' infections . 
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